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(57) Abstract 

• 

In a method of diagnosing dysfunctions of the central nervous system by means of an antigen/antibody complex, the diag- 
nosticum is an antibody which reacts with a heparan sulphate proteoglycan from cranial nerve endings which has a molecular 
weight of 400,000 to 1,000,000 and its proteolytic fragments, preferably an antibody from the mAb-SG cell line, deposited by the 
European Collection of Animal CeU Cultures (ECACC), Porton Down. Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Engh^d under the number 
88 122 108. The test sample is derived from liquor or serum. The diagnostic method is suitable for diagnosis of Alzheimer's dis- 
ease, brain tumours, general disorders of the cranial circulation, trisomy 21 and Jakob-Creutzfeld syndrome and other degenera- 
tive diseases of the central nervous system. 

(57) Znsammenfassnng 

Es wird ein Verfahren zur Diagnose von Dysfunktionen des zentralen Nervensystems mittels eines Antigenantikdrperkom- 
plexes beschrieben. Das Diagnoseverfahren benutzt als Diagnostikum cinen Antik6rper gegen ein Heparansulfatproteoglycan 
BUS Himnervenenden rait einem Molekulargewicht voli 400.000 bis 1.000.000 und dessen proteolytische Fragmente, voizugsweise 
AntikSrper aus der Zellinic mAb-SG, hinterlegt bei der European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), Potton Down, 
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, England unter der Nummer 88 122 108. Die zur Untersuchung zu verwendende Probe stammt da- 
bei aus Liquor oder Serum. Das diagnostische Verfahren eignet sich zur Diagnose von Alzheimer's Demenz, Gehimtumoren, all- 
gemeinen BluihimschrankenstSrungen, Trisomie 21 sowie Jakob-Creutzfcld-Syndrom und anderen degenerativen Erscfaeinungen 
des zentralen Nervensystems. 
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Antigen, assoziiert nit, deaenerativen Erscheinungen 
des zentralen Nervensvsteins fZNSY, daaeaen aerichtete 
Antikorper sowle Verfahren zur Diagnose von Dvsfunk- 
tionen des ZNS 

^ Gegenstand der vorliegenden Erfindxing ist ein Anti- 

gen, das nit: degenerativen Erscheinungen des zentra- 
len NervensysteiQS (ZNS) assoziiert ist tind zur Klasse 
der Heparansulfatproteoglycane gehort und aus Him- 
hervenendungen stasmit, dagegen gerichteten Antikdr- 
pern sowie ein Verfahren zur Diagnose von Dysfunktio- 
nen des ZNS. 

In den letzten Jahren ist im zunehmenden MaBe deut- 
lich geworden, daB viele neurologische Degenerations-- 
erscheinungnen, die fruher als altersbedingt hinge- 
nommen vorden sind, tatsachlich als Erkrankungen 
aufzufassen sind. So vurde beispielsweise noch Anfang 
des 19. Jahrhundert die Anschauung vertreten, daA 
hohes Alter geradezu zwangslaufig zur Demenz ffihren 
wurde. M.Allard, J.L. Signoret und D.Stalleicken 
beschreiben so zum Beispiel in der Monographie "Alz- 
heimer Demenz", Springer Verlag, Berlinr Heidelberg, 
New York, London, Paris, Tokyo, daB sich die Einstel- 
lung zu der Altersdemenz allmahlich anderte, nachdem 
anatomisch-pathologische Untersuchungen zeigten, daA 
das Gehirngevebe alterer Henschen lait Dejnenzsymptoiaen 
ebenfalls die charakteristischen Zeichen der Alzhei- 
mer Krankheit aufwiesen und daB sogar bei asymptoma- 
tischen alteren Patienten diese histologischen Veran- 
derungen nachweisbar sind. Diese histologischen Ver- 
anderungen, beispielsweise nexiritische Plagues (seni- 
la Drusen) sowie Alzheimer-Pibrillenveranderungen 
korrelieren mit dem Ausxaafi der Demenz. Trotz aller 
Fortschritte in der Neurologie bemht die Diagnose 
dieses auf degenerativen Erscheinungen des zentralen 
Hervensystem bertihenden KraxUcheitsbildes lediglich 
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auf elner Ausschlufidlagnose (siehe Seite 4 der oben 
genannten Honographie) . Die Autoren f ordern eine ge- 
naue tind fruhzeitige Diagnose, hier im speziellen 
der Alzheimer •schen Demenz, insbesondere da diese 
Erkrankung aufgrxand der sich positiv verandemden 
Lebenserwartung in Zukunft sich noch starker in den 
Brennpunkt des klinischen Interesses schieben wird 
(siehe Seite 61 der oben angegebenen Monographie) ^ 
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Die Ursachen degenerativer Erkrankiingen des zentralen 
Nervensystems sind nicht bekannt, so daB die kausale 
Entwicklung eines Diagnostikums nicht xnoglich ist. 
Die SLorpholdgischen Erscheinungen im Zuge der Progre- 
dienz der Degeneration des. ZNS sind hingegen meist 
gut bekannt (Morbus Alzheimer, Trispmie 21, Jakcb- 
Kreuzfeld-Syndrom und andere) . 

Die der Erfihdung zugrunde liegende Aufgabe ist es, 
2^ ein Diagnoseverfahren bereitzustellen, mit dessen Hil- 

fe es m5glicli wird, degenerative Erkrankungen fruh-* . 
zeitig und sicher zu diagnostizieren. Eine veitere 
Aufgabe ist die Bereitstellung eines einfachen^ gege-> 
benenfalls automatisierbaren VerfeJirens zur Dxirch- 
2^ fuhrung von Reihenversuchen unter Anwendung konventi^ 

oneller Analysenmethpden, insbesondere immunologischer 
Hethoden. Dazu ist es erforderlich ein Antigen zu 
finden, welches mit der jeweiligen Erkrankung ein* 
deutig korreliert ist. Desweiteren muB ein gegen 
dieses Antigen gerichteter Antikorper hergestjellt 
werden, der das mit der Erkrankxang korrelierte Anti- 
gen anzeigt* 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daiB ein Heparan* 
sulfatproteoglycan aus Hirnnezvenenden mit einem 
Molekulargewicht von 400.000 bis l.poo.oop (400 bis 
1.000 KD) und dessen proteolytische Fragmente indi- 
kativ fur degenerative Zustande des ZNS sind. David 
Schubert et. al. beschreiben in Science 2Alr PP« 223 



INSDOCID: <WO OOOTTISAI I > 



wo 90/07712 PCr/EP89/01585 

- 3 - 



bis 22 6 ein Heparahsulf atproteoglycankernprotein aus 
Zellen der Nervenzellinle PC12 silt: elnem Holekularge*- 
wicht von etwa 200.000 Dalton. Die Autoren beschrei- 
g ben veiterhin eine euffalllge Sequenzanalogle dieses 

Proteoglycans mit dem menschlichen Aiayloid Betapro- 
telnvorlauf enaolekul . 

Selkoe et al. beschreiben in Proc. Natl^ Acad. Sci. 
USA 85, pp: 7341 bis 7345, 1988 ein Betaamyloidvor- 
lauf erprotein der Alzheisier 'schen. Kraxilcheit mil: einem 
Holelculargevicht von 110.000 bis 135.000 Dalton als 
Membran assoziiertes Protein in Nerven und Nichtner- 
vengcweben. Die Identif izierung dieses Vorlauferpro- 
teins geschah immunologisch durch Reaktion mit Anti* 
korpem, die gegen synthetische Peptide aus der Se- 
quenz des Betaaiayloid precursor protein, dessen Aiai- 
nosaureseguenz bekannt war, gerichtet war. 
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Paulsson, Mats et al. beschreiben in J. Mol. Biol. 
1987, 297-313, ein Heparansulf atproteoglycan mit 
eineia Molekulargewicht von ungefahr 500.000. Aller- 
dings stasmit dieses Heparansulfatprotebglycan aus 
Basismembranen von Hausetumoren. Es werden dort eben- 
25 falls strukturelle Merkmale dieses Heparansulf at-* 

proteoglycans beschrieben. Aufgrund vergleichender 
Untersuchungen mit anderen Formen von Basismembran-- 
Heparansulf atproteoglycanen folgern die Autoren, daB 
Heparansulf atproteoglycane aus Basismembranen auf* 
30 grund ihrer genetischen Unterscta.iedliclikeit nicht 

von gemeinsamen Vorlaufem etbstanmen. 

Das erf indungsgeiaaBe Heparansulf atproteoglycan stammt 
jedoch aus Hirnnervenendungen und hat ein Molekular- 
gewicht von 400.000 bis 1.000.000. Proteolytische 
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Fragmente des erfindungsgemaBen Heparansulfatproteo- 
glycans weisen ein Molekulargewicht von SQ.OOO bis 
20a.000 auf. Das erf indungsgemaBe Heparansulfatpro- 
teoglycan ist jnembranstandig, wahreiid die entspre-. 
chenden Pragmenlte insbespndere im physiologischexr 
Milieu der Korperflfissigkeit loslich sein kSnnen. 
Ein weiteres Merkmal des Heparansulfatpxoteoglycans 
gemaB der Erfindung ist seine imnunologische Reaktibn 
mit Antikorpem der Antikorperzellinie loAb-SG (EOlCC 
88 122 108) • Das erf IndungsgemaBe Heparansulfatpro- 
teoglycan ist erhaltlicli durch Gewinnung von Vesikeln 
aus Hirnnervenenden, die zuvor aus Hirnsubstanz an- 
gereichert worden sind und gelchromatographisch in 
Fralctionen getrennt warden, wobei solche Pra3ctionen 
mit einem MoleJculargewicht uber 300.000 gesaaaaelt 
werden. Ztir Isoliemng des Heparansulfatproteoglycans 
wurde Schweinehim homogenisiert. 

i 

Das Homogenat mirde bei niedriger Drelizalil, vorzugs- 
weise ..3.000 UPM fur einige Minuten, vorzugsweisfe 10 
Minuten, zentrifugiert, Der uberstand wurde gesamaelt 
und einer Zentrifugation. bei hoherer Drehzahl, yor- 
zugsweise 12.000 UPK fur langere Zeit als im vorlier- 
gehenden Schritt, vorzugsweise 1 Stunde, unteirworfen. 
Das Sediment dieses Zentrifugationsscbrittes wurde 
gesammelt und einer Dichtegradienten-Zentrifugation 
unterworfen, Vorzugsweise wurde ein diskontinuierli- 
Cher Dichtegradient verwendet. Besonders bevorzugt 
ist ein diskontinuierlicher Dichtegradient aus drei 
Zonen mit 0^32 K Saccharose gefolgt von 0,8 U Saccha- 
rose und 1,2 H Saccharose. Han zentrifugiert bei h6««- 
herer Drehzahl, vorzugsweise 21.000 UPM fur einige 
Stunden, vorzugsweise 2 Stunden, sammelt die Zonen 
zwischen 0,S und 1,2 M Saccharose, verdunnt, in geeig- 
netem Puffer, vorzugsweise 0,16 M Natriumchlorid und 
zentrifugiert ein weiteres Hal vorzugsweise bei 
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12.000 UPM fur elne Stunde. Das Sediment vird einexn 
osmotischen Schock ausgesetzt durch Rehomogenisierunig 
im Wasser. Erneute Zentrifugation, vorzugsweise bei 
5 12.000 UPM fur die Dauer von eine Stunde liefert 

einen uberstand, welcher nach Trennung vom Sediment 
nochmals vorzugsweise bei 35.000 UPM mindestens 8 
Stunden lang zentrifugiert vird» Das danaqh erhaltene 
Sediment enthalt in hinreichender Reinheit die beno- 
10 tigte Vesikelfraktion. Die Figur 1 zeigt ein. Aufar- 

beitungs schema zur Gewinnxing der Vesikel. 

Die vie oben beschrieben gewonnenen synaptischen Ve- 
sikel aus Schweinehirn vurden in Natrium-Dodecylsul- 

15 fat gelost und mit Hilfe der Gelf iltration, vorzugs- 

weise an Acrylamid/Agarose als Trennmatrix chromato- 
graphiert. Die im AusschluBvolximen der Saule eluieren 
de Fraktion, enthaltend Glycosaminoglycan, wurde ge- 
sammelt und veiterhin verwendet. Die Glycosaminogly- 

20 canbestimmung erfolgte nach Barthold et al. (Anal. 

Biochem. 150, 320 - 324 (1985) • Bin typisches Chroma- 
togramm der Glycosaminoglycanverteilung zeigt die 
Abbildung 2a. Abbildung 2b zeigt, dafi die proteinhal- 
tige Haupt fraktion nicht im Ausschlufivblumen V^ elu- 

25 iert. 

Die so gereinigte Fraktion wird zur Gevinnung von An- 
tikorpern gemafi der Hethode von Kohler und Hilsteln 
verwendet. Vorzugsweise werden die in Haus erzeugten 
30 Zellen mit der Hausmyelomazelle PAZ fusioniert (siehe 

Research Disclosure, Mai 1982, pp 155 bis 157, 
Referat 21713). Zum Screening geeigneter Klone kann 
in vorteilhafter Weise die Immunocytochemie am Rucken 
mark der Ratte oder am elektrischen Organ des Zitter- 
rochens (Torpedo marmorata) eingesetzt werden. Die 
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Klonierung xand Subklonierung fiihrt dann zu einem be- 
senders bevorzugten Klon-^ der als Hybridomazellinie 
unter der Bezeichnung mAb-SG unter der Nunmer 
88 122 108 bei der European Collection of Animal 
Cell Cultiires (ECACC) , Porton Down^ Salisbury, 
Wiltshire SP 4 0J6, England hinterlegt vordra ist. 
Die ttonoklonaren Antikorper des hinterlegten Klpnes 
laAb-SG sind gegen ein zuckerhaltiges Epitop ge-* 
richtet* Neben diesem KLon sind auch andere Klone 
vorhanden, die gegen Epitope des erfindxingsgexaaBen 
Heparansulfatproteoglycans gerichtet sind. Besonders 
bevorzugte Antikorperpopulationen zeigen keine Kteuz- 
reaktion mit Glycbsaminoglycanseitenketten des Hepa- 
ransulfatproteoglycans bzw. Heparansulfat und/oder 
gereinigten Heparansulf atproteoglycanen aus Engel- ' 
beth-Holm-Swarm Sarcomazellen. Die Antikorper der 
Zellinie .nAb-SG vurden als-zur IgM«"Klasse zugehoarig 
klassifiziert. Hit dem so gewonnenen erf indiingsge- 
maBen Antikorper IfiBt sich ein Antigen im Rattenhim 
nachweisen, das als "Synaptoglycan" bezeichnet wird 
(siehe Abbildungen 3 und 4) • Dieses Antigen ist was- 
serloslicb. Das mit dem Antikorper reagierende Anti- 
gen (SG) laBt sich im Rattenhirn auch in 2neit±)ran- ' 
gebundener Form nachweisen. Es ist sehr WeOirschein- 
lich, daB die xuembrangebxindene Form aus synaptischen 
Vesikelmembranen stammt. 

Die Abbildung 5 veranschaulicht wie das Antigen an 
der AuBenseite der Nervenmembran erscheinen kann. In 
den Vesikeln ist das Antigen an der inneren Mfitnbran 
gebunden. Verschmil2t nun die axonale Nervenzellmem- 
bran am synaptischen EndW der Zelle mit den Vesikeln, 
bildet die Vesikelinnenseite nach Verschmelzung einen 
Teil der MembranauBenseite. 
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Das Antigen wurde mittels Immunoblotting-Technik 
auch im Gehirnhojnogenatcn von Primaten, Saugetieren, 
wie Ratte und Schwein, sowie anderen Wirbeltieren, • 
5 wie Huhn, nachgewiesen* Zur Kontrolle wurden Leber* 

und Nierenzellenhomogenate der Ratte auf iinntinolo* 
gische Reaction xnit dem Antikorper gemaB der Erfin- 
dung untersucht. Dabei zeigte sich keine positive 
Reaktion. 

10 

Auch in Zellkulturen von PC12 (Phaochromozytoma-Zel- . 
len) sowie neuronalen Zellkulturen des optischen 
Tectums des Huhns konnte eine iimunologische Reaktion 
des erfindungsgemafien Antikorpers gefunden werden 
15 (siehe Abbildung 6) . 

Die Eigntang des erf indungsgemaBen Antikorpers zur 
Anwendung im erf indungsgemaBen Verfahren zur Diagnose 
von Dysfunktionen des zentralen Nervetisystems , be-' 

20 dingt durch degenerative Zustande des zentralen Ner-- 

vensystems, ergibt sich aus dem ^erraschenden Be- 
fund, daB der erf indungsgemaBe Antikorper mit Anti* 
genen aus Korperf lussigkeit , wie Liquor und Serxm 
bei Patienten mit entsprechenden Symptomen der Er- 

25 krankungen des ZNS immunologisch reagiert. AuBerdem 

wurde der Antikorper-Antigenkomplex bei Dunnschnitten 
von post mortem entnommenen Gehirnen elnes 
Alzheimer's Patienten durch EinfSrbung der extra- 
zellularen Plagues, insbesondera in der Peripherie 

30 der Ablagerungen, identif iziert. 



Mit der Immunblot--Technik kann das Antigen in verdunn- 
tern Liquor nachgewiesen ' werden. Es ergibt sich ein 
charakteristisches Bandenmuster von meist 4 Banden 
von 200.000 Dalton bis 50.000 Dalton. Das Bandenmu- ' 
ster variiert in der Intensitat und Zusammensetzung 
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je nach Patient sehr stark (Abbildting 7). Diese Ban* 
den sind Degeneratlonsprodukte des nativen Tlntigens. 
Abweichungen in Intensitat und Muster warden insbe- 
5 sender e erlialten bei Bluthimschrankenstorungen, Ge- 

ixirntumoren, senilen Demehtien, insbesondere des 
Alzheimer Typs und bei Parkins onismus. Ebenso besteht 
hier nach Alter der Patienten die Tendenz zur Zunalme 
des Antigens im Ijiguor bei hoherem Alter Das Antigen 
IQ SG ist a\ich in hxmanem Serum prasent^. jedoch in erheb- 

lich geringerer Konzentration als im Liquor, 

In bevorzugter Weise kann man den diagnostischen 
Test in quantitativer Form durchfuhren mittels "Dot 

15 assay". Dazu wird antigenbaltiges Material auf Hitro- 

cellulosefilter getupfelt. Die Nitrocellulose kann 
mit konzentrierter proteinhal tiger Losung, vprzugs- 
weise fotalem 10 % Kalberserum, 0,5 % Albumin, 0,05 % 
Milchpulver gesattigt verden^ Dcuiach ihkubiert man 

20 mit radioaktiv markierten Antikorpem (Metbode nach 

Bolton und Hunter) . Hach Auswaschen des nichtgebun- 
denen radioaktiv markierten Antikorpers, vird die an 
Nitrocellulose gebundene Radioaktivitat im Gamma- 
Z abler ausgezahlt. Aus Eichkurven ergibt siqh eine 

25 Linearitat des Tests von Antigen im Nanogramm-Bereich 

bis 10 fim Antigen^ In diesen Hefibereicheh wird bei 
der guantitativen Ausverttmg von Proben gearbeitet. 
Das erfindungsgemaBe Diagnoseverf ahren ist zur Erken- 
nung degenerativer Erscheinungen des ZNS geeign^t. 
Insbesondere lessen sich Alzheimer's Demenz, Gehim- 
txamoren, Bluthirnschrankenstorungen, Trisomie 21, 
J^akob-Creutzfeld-Syndrom u, a. diagnostizieren. Als 
Nachweisverfahren laBt sich neben dem oben beschrie- 
benen Immunoblotting und Radioimmunoassay auch ein 
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) durch- 
fuhren. , 
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Der erf indungsgeaafie Antikorper ist also in hervorra- 
genderwelse geelgnet als Diagnos'tikuia zur DurchfQh* 
rung des Verfahrens zur Diagnose von Dysfunktionen 
5 des ZNS zu dienen. 

Die Erf indung wird anhand der ' f olgenden Beispiele 
naher beschrieben. 

10 pejsplgj. 3, 

Isolierung des Heparansulf a-fcproteoalycan aus anliiaen- 
haltioen Vesikeln aus Schveinehirnnervenenden 

15 Schweinehirn wurde honogenisiert. Das Homogenat vurde 

bei 3.000 UPH 10 Minu^en zentrifugierl:. Der uberstend 
vurde gesaiconell: und einer Zenl:rifugat:ion b^i 12*000 
UPM fur 1 h unterworfen. Das Sediment dieses Zentrifu- 
gationsschrittes wurde gesammelt und einer Dichte- 

20 gradienten-Zentrifugation in einem diskontinuierli- 

Chen Dichte gradient en unterworfen. Der diskontinuier- 
liche Dichtegradient bestand aus drei Zonen, 0,32 H 
Saccharose gefolgt von 0,8 M Saccharose und 1,2 M 
Saccharose. Man zentrifugierte bei 21.000 UPM f&r 2 

25 h, samnelte die Zonen zwischen 0,8 und 1,2 H Saccha-, 

rose, verdiinnte in 0,16 M Natriimchlorid und zentri- 
fugierte ein weiteres Mai bei 12.000 UPM fur 1 h. 
Das Sediment vurde durch Rehomogenisierung in Wasser 
einem osmotischeh Schock ausgesetzt. Emeute Zentri«- 

30 fugation bei 12.000 UPM fiir die Datier von 1 h liefer- 

te elnen fJberstand, velcher nach Trennxmg vom Sedi- 
ment nochmals bei 35.000 UPM fiber Nacht zentrifugiert 
vurde. Das danach crhaitene Sediment enthielt in 
hinreichender Reinheit die benotigte Vesikelfraktion. 
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Die so gewonnenen synaptischen Vesikel wurden in Na- 
triim-Dodecylsulfat gelost und an Aery 1 amid/ Agarose 
an einer AcA-34-Saule chromatographiert. Die im Aus-^ 
5 schluflvoluaen der Saule eluierende Praktion wurde. 

gesammelt und weiter bearbeitet. Die Glycosaaino- 
glycanbestinmung erfolgte nach Barthold et al. Anal. 
Biochem. 150, 320 - 324 (1985). Die Ergebnisse dicser 
chromatogr aphis Chen Reinigungsschritte sind in Abbil- 
10 dung 2 a, b wiedergegeben. 

Be i spiel 2 

Gewinnung monoklon aler Antikorper und Screening von 
15 Klonen 

Die nach der Fusion mit der Hybridoinatechnik erhalte- 
hen Klone wurden inittels Dot-Blot, Iiwaunblot und Im- 
launocytochemie an Dunnschnitten von Rattenhim gete- 

20 -stet. Bei den iumunochemischen Versuchen wurde als An- 

tigen das zum Immunisieren verwendete Material ein* 
gesetzt.. Bei der Fusion entstanden 300 Klone, etwa 
100 davon waren ia Dotblot positiv und diese wurden 
durch Immunocytochemie am Ruckenmark der Ratte und 

25 aia cholinergen elektrischen Organ von Torpedo 

marmorata Oberpraft und 10 Klone als geeignet ausge- 
w^hlt. Das veitere Screening erfolgte durch lnmun- 
blotting. SchlieBlich wurde ein Klon ausgewahlt imd 
durch Vereinzelung zwei Mai subkloniert, Es wurden 

30 Verdunnungen 1 : 5 und 1 : 10 verwendet. Der resul- 

tierende Klon zeigte nach der zweiten Subklonierung 
die ursprunglich erhaltenen Resultate. Die Antikorper- 
klasse wurde als IgM bestimmt (Biorad Dot-Blot Assay 
. . zur Bestimmiing der Xmmunglobulinklasse) . Dieser mono- 
klonale Antikorper wird im weiteren als m^OD-SG be- 
zeichnet, das zugrunde liegende Antigen als Synapto- 
glycan (SG) • 



wo 90/07712 PCr/EP89/01585 

- 11 - 



10 



Beisiai&l 3 

Charakterisieruna von Svnaptoalvean . Is olieruna aus 
Rattenhlrn 

6 Battenhirhe (frisch) werden in 20 Volumina 0,15 H 
Natrivunchlorid, 10 nM Natriunphosphat pH 7,4 (PBS- 
Puffer) honiogenisiert. Daraus wird nach Zentrifuga- 
-tion fur 2 Stunden bei lOO.ooo g ein uberstand erhal- 
■ten, der nit gesattigter J^nmonixunsulf atldsung 1 : 1 
gemischt wird. Nach einer Stunde bei wird bei 
20.000 g (4'C) fur eine Stiinde zentrifugiert vmd der 
Niederschlag in PBS gelost und auf Sephacryl S-300 
(Pharmacia, Saulendiaension 100 x 1,5 cm) in PBS 
chromatographiert (Chromatograxam siehe Abbildung 3). 
Peak I (Absorption 280 ma) wird gesammelt vmd weiter 
auf einer lonenaustauschersSule (DIAE-Sephacryl, 
Pharmacia, 20 x 1 cm) "gereinigt. Nach Auftragung des 
Materials auf die Saule wird mit 10 Sfiulenvolumina 
PBS gewaschen und ait einem Gradienten aus PBS \ind 
PBS in 1,2 M Natriumchlorid eluiert. Das Antigen 
eluiert bei etwa 0,5 M Natriumchlorid und wird gem&B 
Immunoblot-Technik mit mAb-SG detektiert. Die SG-ent- 
haltendeh Fraktionen besitzen fiber 90 % Reinheit. 



20 



25 



Chemisehe. enzvma t isehe und phvsikallsche Charakterj' 
siemna 



SG wird mit salpetriger Saure behandelt. Diese Tech- 
3Q nik ist spezifisch fur Proteoglycane des Heparansul- 

• fattyps. SG ist ein Hepauransulfatproteoglycan, gemaB 
Abbau mit salpetriger SSure. Im Hydrolysat von gerei- 
nigtem SG (6 N Salzsaure 24 Stunden bei 105 'C) wird 
Glucosamin nachgewiesen. Ebenso werden in SG Zucker 
vom Glucuronsauretyp nachgewiesen. Diese Zucker sind 
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charakteristisch fur HSPG (Heparansulf atproteo- 
glycan) . SG wird von Glykosidasen, die 0-glykosidisch 
gebundene Zucker angreifen, nicht verdaut. Die schein- 
bare molare Masse von 6G ergibt sicli aus der SDS 
5 Polyacrylaaidgelelektxophorese und aus Gelchromato- 

graphie zu ungefahr 300.O0O bis 1.000. 000 Dalton. S6 
erfullt die Charakteristika eines Heparansulfatproteo- 
glycans. Das Epitop des Anti-SG Antikorpers (mAb--SG) * 
ist ait dem Carbohydratanteil, zumindest teilweise, 
assdziiert* 

Beispiel A 

Prasenz von SG i n verschiedenen Geweben und Gewebs- 
15 f lu s s i ake iten 

Immunblot^TjBchnik mit m&b^SG 

SG findet sich in Gebimhomogenaten von Mensch, Ratte, 
20 Schwein tind Huhn. In IJeber- und Nierenhomogenaten 

ist das Antigen direkt nicht nachweisbar, ist daher 
entweder nicbt oder in vergleichsweise kleinen Kon- 
zentrationen vorhanden. SG ist in uberstanden sowie 
in Zellen von Pbaochromozytoiaazellen (PC 12) sowie 
25 . N^uronen-Kulturen vom optischen Tektum des Hxihns 

nachweisbar. 

Inanunocytochenie mit siAb-SG 

30 I^a Rattenhim wird eine synapsenspezif ische Farbung 

erhalten. Es werden jedoch nicht alle Synapsen ange- 
farbt. In Zelllculturen von PC 12-2ellen und Hiahn op-- 
tischen Tektum (Abbildung 6) werden Zellkorper und 
Neuriten angefarbt. 
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Humanes Seziim und Liquor: 

« 

Hl'b der Iziaiiunbloti-Technlk vlrd in 1 : .1 verdiinn'teitt 
Liquor deutllche Reaktion erhalten. Eb ergibt elch 
eln charakteristisches Bandenmuster von 4 Banden von 
200.000 bis 50,000 Dalton, das in Intensitat: und Zu-^ 
saiQinensetzung je nach Pa-bient stark von einander ab-* 
veichl: (siehe Abbildung 7) • Diese Banden sind Dege* 
nerationsprodukte des nativen S6« Abweichungen in 
Intensitat und Muster vurden insbesondere erhalten 
bei Blut-Hirnschrankenstorungen, Gehirntuinoren, se- 
nil en Dement ien insbesondere des Alzheimertyps und 
bei Parkins onismus. Ebenso besteht je nach Lebens- 
alter der Patienten die Tendenz zur Zunahme des SG- 
Antigens im Liquor bei hoherem Alter. SG ist auch in 
humanem Serum prasent, jedoch in erheblich geringerer 
Konzentration als in Liquor. 



10 



20 



25 



30 



Beispiel 5 

Ouantitativer imTnuncheinischer Test fur SG in: 

Zur quantitativen Bestisuniing von. SG im Serum und im 
Liquor und anderen Gewebsf lussigkeiten und Geweben 
wurde ein Dot-Assay dur chgef uhrt . Antigenhaltiges 
Material wird auf Nitrocellulosepapier getupfelt, 
die Nitrocellulose dann mit konzentrieirter protein- 
haltiger Losung (10 % fotales Kalberserum, 0,5 % 
Albumin, 0,05 % Milchpulver) gesattlgt und dann mit 
^^^J marklertem mAb-SG (Methode nach Bolton und 
Hunter) inlcubiert. Nach auswaschen des nicht gebiinde- 
nen radioaktiven markierten mAb-S6 wird die an Nitro- 
cellulose gebundene Radioaktivitat im Gamma-Zahler 
ausgewertet. Aus Eichkurven ergibt sich eine Linearis 
tat des Tests im Berelch von elnem Nanogramm SG bis 
10 $ig des Antigens. 
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BeisTsiel 6 

per Antikorper mAb-SG zeigt bei Dunnschnitten von 
post mortem Gehirnen von Alzheimer Patienten Anfar- 
bung der extrazellularen Plaques, insbesondere in 
der Peripherie der Ablagerung«i. 



10 



15 



20 



25 



30 



9 
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Pate, ntanspr uche 

Heparansulfatproteoglycan aus^ Hirnnervenendungen 
mit einem Kolekulargewlcht von 400.000 bis 
1.000. 000 (400 bis 1.000 KD) und dessen proteo- 
lytische Pragmente. 

Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB das proteolytische 
Fragment eln Mole}culargevicht von 50.000 bis 
200.000 (50 bis 200 KD) aufweist. 

Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB es siembranstandig ist. 

Heparansulfatproteoglycanfragment nach Anspruch 
1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da& es in 
physiologischen Kilieu der Kdrperflussigkeiten 
loslich ist. 

Heparansulfatproteoglycan nach Anspruch 1, da- 
diirch gekennzeichnet, daB es imnunologisch mit 
dem Antikorper aus der Antikdrperzellinie C 98 
unter Bildung eines Antigen/Antikorperkomplexes 
reagiert . 

Heparansulfatproteoglycan gemaB einem der Anspru- 
Che 1 bis 5 erhaltlich durch Gewinnung von Vesi- 
keln aus Himnervenenden, die zuvor aus Hirnsub- 
stanz angereichert vorden sind und gelchromato- 
graphisch in Fraktionen getrennt werden, vobei 
solche Fraktionen mit einem Molekulargewicht 
uber 300.000 (300 KD) gesammelt werden. 

Antikorper gegen ein aus einer Himnervenenden- 
f raktion stammendem Antigen mit einem Molekular* 
gewicht von liber 300.000 (300 KD) • 
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8. Antikorper nach Anspinach €, dadurch gekennzeich- 
net, daB er gegen ein , Heparansulf atproteoglycan 
aus einer Hirnnervenendung gemaB einem der An- 
3pruche 1 bi^ 6 gerichtet ist. 

5 - 

9. Antlkorper nach einem der Anspruche 7 Oder 8, 
dadurch gekennzelchnet, dafl er gegen ein carbo- 
hydrathaltiges Epitop des Heparansulf atproteo- 
glycan nach einem der Anspruche 1 bis 6 gerich- 

10 tet ist. 

. 10. Antikorper nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 

net, daB er nicht gegen die Glycosaninglycan- 
Seitenketten. des Heparansulf atproteoglycan ge- 
15 richtet ist und keine Kreuzreaktion mit Heparan- 

sulf at und/oder gereinigtem Heparansulf atproteo- 
. glycan aus Engelbeth-Holm-Swarm Sarcomazellen 
zeigt. 

20 Antikorper nach Anspruch 10, dadurch ^ekennzeich- 

net, daB er aus der Hybridoma-Zellinie mAb-SG 
(ECACC 88 122 108) staxnmt. 

12 . Antikorper nach einem der Anspruche 7 bis 11 er- 
25 haltlich durch . Immunisierung eines geeigneten 

Tieres mit Fraktionen aus Himnervenenden mit 
einem Molekulargewicht von Qber 300.000 (300 
KD ) . 

30 . * ^tikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 

net, daB das Tier mit einem Heparansulf atproteo- 
glycan nach einen der Anspruche X bis 6 immuni- 
siert vird. 

« 

14. Antikorper nach einem der Anspruche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet,. daB er zur IgM Klasse 
gehort. 
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15. Verfahreit zur Diagnose von Dysfunktionen des 2HS 
mittels eines Antlgen/Antikorperkoiaplexes, da- 
5 durch gekennzeichnet, deiB 

a) eine aus Liquor oder Serum stamiiiende Probe 
mit 

^0 b) den Antikorper gemaB einem der Anspruche 7 

bis 14 inkubiert und 

c) der sich bildende Antigen/Antikorperkoinplex 
durch ein an sich bekanntes Nachweisverf ahren 
^5 erfaBt wird, wodurch die Dysfunktion posit iv 

diagnostizlert wiird- 

9 

16. Verfzthren nach Anspruch 15 zur Diagnose degenera- 
tiver Erscheintingen des ZNS. ~ 



20 



25 



17. Verf ahren nach Anspruch 15 oder 16 zur Diagnose 
von Alzheimer's Disease, Gehirntumorenr Blut- 
Hirnschrankenstorungen, Trisomie 21 (Down Syn- 
drome) , Jakob-Creutzfeld-Syndrom. 



18. Verf ahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
vobei die Detektion des Antigens nach einem der 
Anspruche 1 bis 6 mittels Immunoblotting, Radio- 
immunoassay (RIA) , Enzyme Linked Immunosorbent- 
3 0 Assay (ELISA) dtirchgefiihrt wird. 

• 19 . Diagnostikum zur Durchf uhrung des . Verf ahrens 
nach einem der Anspruche 15 bis 18, im wesentli- 
chen bestehend aus dem Antikorper gemaB einem 
der Anspruche 7 bis 14. 
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Homogenisat ( HOM) 

3000 Upm, 10 min 

Uberstand (S2) 

12000 Upm, 1 h 

i 



Sediment (Pi) 
( verworf en ) 



Sediment {P2) 



Obers t and ( S2 ) . 
(verworf en) 



homogenisier t in 0,32 M Saccharose (Hg), 
diskontinuierlicher Gradient : 



0,32 M Hg 21000 Upm 

0,8 M Sec. 

1,2 M Sec. 2 h 




B-Bande 

homogenisier t in 0,16 K NaCl 
J 12000 Upm, 1 h 



Sediment (P3) 



1 



Uberstand (S3) 
( verworfen) 
homogenisi er t in H2O ( osmot . Schock ) 
12000 Upm, 1 h 



(iberstand (S4) 



Sediment (P4) 
(verworTen) 
350 00 Upm, uber Nacht 



Sediment (P5) 

enthalt Vesikel 



Uberstand (S3) 
(verworf en) 



~A-Bande 
-B-Bande 
-C-Sediment 



Abb. 1: Schemetische Derstellung der Ves i ke li sol i e 
rung cus Schwe i nehi r nen (Sac: Saccharose) 
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Abb. 2 : G 1 y k o s aminog 1 ykan- und Uronsoureverteilung 
dep syneptischen Vesikel nach der Gelfilt^^a- 
tion mit einer AcA-34-saule (Abb. 2 a) 
und deren Proteinverteilung (Abb. 2 b) 
(fVo: AusschluBvolumen 

I , II , III: Nummerierung der Uronsauregipf el ) 

Peak I enthalt das Antigen und wurde zur 
IiDinunieierung verwendet* 
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. Abb. 6: PC12 Zellen 

' a : Phasenkon-brasl: 
b: Immunfarbung mit m AG^SG 
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Abb. 7: iBonunblots von Liquorproben verschiedener Patienten mit 
neurologisch manifesten Befunden: 1. Antikorper in 
AG-SG, 2. Antikorper Anti-Maus immxinglobuline-Peroxidase 
markiert. 

Spuren 1, 3, 5 Liquor 
Spuren 2, 4 Kontrollen 
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